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本 文 用 细胞 化 学 &CP 侦 氮 染 色 法 和 5 N“ Gomori” 染色 法 监 别 小 也 淋 巴结 及 胸腺 了 、 
B 淋 巴 细胞 。 测 定 小 忌 上 述 淋巴 组 织 细 胞 悬 液 样品 中 心 CF 及 5N 活 力 所 得 的 结果 ， 浙 巴 
结 的 ACP 阳 性 细胞 为 67% 左 右 , 5'N 阳 性 细胞 为 31% 左 右 ， 胸 腺 的 ACP 阳 性 细胞 为 97%， 
S'N 阳性 细胞 为 109%。 上 述 结果 是 相互 符合 的 ， 也 与 目前 已 报导 的 小 鼠 及 人 的 淋巴 结 和 
胸腺 T、B 淋 巴 细胞 百分数 基本 符合 。 

文中 就 ACP 侦 氮 染 色 法 与 非特 异性 栈 酶 染色 法 进行 了 比较 , 证 明 在 小 鼠 上 述 麻 巴 组 
织 细胞 悬 液 中 ACP 阳性 淋巴 细胞 基本 上 代表 了 淋巴 细胞 。 

还 就 55N “Gomor” 法 染色 过 程 中 , 基质 波 中 锁 离 子 浓 度 对 5N 活 力 的 影响 , ACP 活 
力 抑 制剂 的 使 用 和 机 理 以 及 所 得 出 的 小 鼠 讲 巴结 及 胸腺 中 T、 蛙 淋巴 细胞 百分数 的 可 靠 
性 进行 了 初步 讨论 。 

在 深入 研究 机 体 细胞 免疫 和 体 波 免 疫 以 及 二 者 的 相互 关系 所 进行 免疫 功能 的 测定 方 
面 ， 应 用 免疫 学 方法 的 报导 较 多 ， 而 有 关 细 胞 化 学 的 应 用 则 基 少 ， 如 非特 异性 酯 酶 染色 
法 鉴别 工 淋 巴 细胞 的 资料 【Mueller，1975j 1976; Ranki, 1976) ， 以 及 鉴别 B 淋 已 
细胞 的 零星 记载 。Mtller 等 (1974) EAR (ABD 切片 细胞 中 曾 发 现 5 Be E E 
(SN) 反应 与 EAC 玫 瑰 花 试验 花 办 形成 的 阳性 关系 较 好 。 此 外 在 人 的 淋巴 结 切 片 观察 
中 也 证 实 了 在 EAC 阳 性 区 只 出 现 5N 阳 性 反应 (Mallter，1974》 Uusitalo 等 (1977》 曾 
报导 小 鼠 纯 化 的 胸腺 悬 液 中 淋巴 细胞 为 55N 阴 性 反应 。goknoon 等 〈1977》 也 观察 到 原 
发 性 血 丙 种 球 蛋白 过 低 症 患者 5 活力 较 正 常人 低 得 多 。 但 也 存在 着 与 上 述 不 同 的 看 法 
(Quagliata, 1974; Uusitalo, 1977) 。 据 此 作者 认为 在 不 同 淋 巴 组 织 中 ， 检 测 5'N 活 
力 可 能 是 鉴别 BB 淋巴 细胞 的 有 效 途 种 。 鉴 于 淋巴 细胞 的 细胞 化 学 特征 的 应 用 较 目 前 常用 
的 免疫 学 方法 优越 ， 如 在 免疫 学 方法 活 损 作 过 程 中 瑟 - 玫 瑰 花 试验 可 能 导致 淋 巴 细胞 内 
酶 分 布 的 改变 及 酶 活力 的 下 降 (Bevan, 1980), RICH ARERR ABM (ACP) 及 5’N 染 
fa FEE Tb Be Ee PT. BHE ARR. 
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材料 和 方法 


选用 本 院 饲 养 的 健康 Laca 纯 系 50 土 工 日 龄 雄性 小 忌 。 断 头 处 死 后 取出 肠系膜 淋巴 结 
ROAR QKR) 0.9%% 生 理 盐 水 中 ， 用 眼科 剪刀 迅速 前 碎 ， 将 细胞 悬 液 滴 于 载 
RHE. 

ACE 活力 测定 

染色 方法 原理 采用 Goldberg 等 〈1962)? 报导 的 资料 

试剂 和 操作 步骤 详 见 前 文 。 CLE, 1980) 

ACP 阳 性 细胞 的 确定 

根据 淋巴 细胞 染色 后 胞 浆 出 现 1 一 4 个 次 点 型 反应 产物 的 淋巴 细胞 定 为 ACE 阳性 细 
胞 《图 版 工 图 1，2 及 3) 

yN 活力 测定 

染色 方法 ; 原理 果 用 Unusitalo 等 〈1977) 报导 的 资料 。 

试剂 

固定 液 一 20% 甲 醛 50% 丙 酮 混合 被 。 

57 — RES BRR 1243 HE / 100 FF, 

0.2M= 3 RAAP be TR HE H7..8, 

0,.1M 硫 柄 镜 。 

1,8m MARR. 

2 % PLL. 

F% 

涂 片 制备 RARRESRWRRRRRERE, ZT. 

固定 ， 新 鲜 干燥 涂 片 在 0°C 固 定 液 中 国定 一 分 钟 。 

HARRE PEAR SCTE 5- MRT 4 毫升 燕 慷 水 中 ， 充 份 搅拌 使 其 全 湾 ， 加 
入 三 羟 甲 基 气 基 甲 棕 一 顺 丁 烯 二 酸 缓 冲 液 (pH7,8) 4 : 4 毫升 , 0,1M 硫酸 镁 接 液 1S 
SR ROS, RUSE PERE, BAW. m MMH. CEH, HH 断 aH, 
最 后 溶液 透明 ，pH 为 7 左右。 除 上 述 试剂 外 再 加 入 L(+) BARE, KARR 
度 为 0.05M。 用 5 N 所 氧化 钠 调节 pH 至 7. REBLRBERRBARA RH 的 塑料 合 
中 ，37°G 保 温 1 hat, RRR KE, THR. 

干燥 涂 片 置 于 新 配制 的 2 % 硫 化 徐 洲 液 中 4 分 钟 ， 涂 片 用 自来水 彻底 冲洗 、 于 
Wo 

Bit, 2 % 甲 绿 一 分 钟 ， 用 燕 愧 水 漂洗 1 一 2 次 。 

染色 结果 淋巴 细胞 浆 膜 (plasma Membran) 出 现 带 状 分 布 的 黑 褐 色 粉 尘 状 蜂 
粒 。 

5'N 阳 性 细胞 的 确定 

根据 淋巴 细胞 染色 后 桨 膜 出 现 星 带 状 分 布 的 景 褐色 粉尘 状 颗 粒 的 淋巴 细胞 定 为 5'N 
阳性 细胞 《图 版 7 图 4，5，6) 。 
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结 采 


小 鼠 淋 巴结 ACP 及 5 全 活力 的 检测 
按 上 述 已 建立 的 &ACP 及 57N 染 色 法 ， 检 测 小 鼠 淋 巴结 悬 液 涂 片上 的 ACE RONG 
力 ，5 次 实验 结果 见 表 1 。 


表 1 A FRR EE ZS ACP RS NITEM han 
ACP 阴 性 细胞 百分数 ‘N 
实验 次 数 rt : aly te 


6 67.47+5.71" 31.47 +7.29" 
PEE 
* 细胞 总 新 均 为 8, 600 


从 琢 工 结果 可 见 小 鼠 淋巴 结 淋巴 细胞 中 ACP 阳性 细胞 约 为 67% 左 右 ， 而 5 太阳 性 网 
胞 约 为 31% 左 右 。 

小 刀 胸 腺 ACP 及 5'NN 活 力 的 检测 

在 得 出 淋巴 结 淋巴 细胞 中 ACP 及 5'N 阳 性 细胞 结果 的 基础 上 ， 按 照相 同 的 方 法 又 观 
察 胸 腺 细胞 悬 液 涂 片 上 ACP 及 5N 活 力 ，5 次 实验 见 表 2 。 


2 ah UMD BR ACP R 5 NIA TES AR BY 5d 
ACP 阳 性 出 跑 百分数 5*N 阳性 细胞 百分数 
实验 次 数 CA + ER) {均值 pee 





5 97.76 2.53" 10.34+3.21°* 





SANAE SANAR, 900 

表 2 结果 指出 小 鼠 胸 腺 淋巴 细胞 中 ACP 阳性 细胞 约 为 97% 左 右 ， 而 5'N 阳 性 细胞 约 
AKA 

讨 #6 

JEP ERB — A A tok ee, Ranki (1976) KERJA EAT 人 淋巴 细 
胞 染色 ， 结 果 证 明 下 淋巴 细胞 对 阳性 反应 ， 并 认为 栈 醇 的 反应 产物 可 必 为 了 淋巴 细胞 的 
标志 。Horwitz 等 (1977) 和 Sher (1976》 已 证 明 韭 特异 性 酯 醇 阳性 淋巴 细胞 与 记 ~ 玫 现 
花 明 性 淋巴 细胞 百分数 之 间 存 在 平行 关系 ， 并 认为 非特 异性 栈 栈 染色 可 以 代 震 下 - 玫瑰 
花 试验 检测 下 淋巴 细胞 。Ranki (1978) 也 观察 到 人 外 周 血 淋巴 细胞 非 特 FEE 
率 与 下 - 玫瑰 花形 成 率 相 平行 。 尽 管 在 用 非特 异性 酯 芯 检 测 了 淋巴 细胞 问题 上 还 存在 一 
些 不 同 的 看 法 ， 目 前 非特 异性 梧 酶 染色 法 已 被 普遍 应 用 作为 了 淋巴 细胞 的 检测 方法 。 

作者 从 1981 年 1 月 开始 用 偶 气 ACP 染 色 法 检测 小 孔 淋 巴结 及 胸腺 中 的 TT 淋巴 细胞 。 
多 次 实验 结果 说 明 ACP 染 色 法 (与 非特 异性 瑞 醉 染色 法 相 比 》 同 样 可 以 用 来 检测 了 淋巴 
细胞 ， 其 根据 如 下 ， 
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C1) 酶 反应 产物 类 型 

Higgy (1977) 及 Oprist 等 〈1978) 认为 形成 明亮 棕 红 色 班 点 型 反 应 产 物 者 为 成 熟 
的 了 淋巴 细胞 ， 而 对 形成 散在 颗粒 型 反应 产物 者 则 意见 不 一 ， 有 的 认为 是 幼稚 的 工 淋巴 
细胞 ， 有 的 认为 是 了 淋巴 细胞 。 

Bevan (1980〉 用 偶 氮 CP 染色 法 已 证 明 人 外 周 血 淋 巴 细 胞 ， 风 含有 1 一 4 个 班 
点 型 反应 产物 者 多 属 T 淋 巴 细胞 。 

作者 (1981) 在 多 次 实验 中 发 现 小 鼠 淋 巴结 及 胸腺 细胞 基 液 中 绝 大 多 数 ACP 阳 性 细 
胞 含有 1 一 4 斑点 型 反应 产物 。 从 中 得 出 的 ACP 阳 性 淋巴 细胞 在 淋巴 结 中 为 63%% 左 右 ， 
胸腺 中 为 97% 左 右 。 上 述 绪 果 与 已 报导 的 淋巴 结 及 胸腺 中 全 淋巴 细胞 百分数 是 相符 的 。 

€2) 正常 人 ACP 阳 性 细胞 数 与 非特 异性 酯 醇 阳 性 细胞 数 的 关系 

Bevan 等 (1980》 曾 报导 ACP 阳 性 淋巴 细胞 的 款式 与 公认 的 TT 淋巴 细胞 的 非 特异 性 
酯 酶 阳性 淋巴 细胞 的 款式 十 分 相似 。 根 据 6 例 正常 人 得 出 的 结果 , 说 明 工 淋巴 细胞 的 比例 
相近 ， 属 ALCF 阳 性 细胞 款式 者 为 56++ 9 %, 属 非特 异性 栈 醇 阳性 细胞 款式 者 为 682 土 7 %。 

在 B 淋 巴 细 胞 样品 中 属 ACP 阳 性 细胞 款式 者 为 4 + 6 %， 局 非特 异性 酯 酶 阳性 细胞 
就 式 者 为 6 + 38%, 

《3) 也- 玫瑰 花 阳 性 淋巴 网 胞 中 心 CP 阳 性 细胞 数 与 非特 异性 酯 酶 阳性 细胞 数 的 关 
系 。 

根据 Bevan 等 〈1980) 12 次 实验 数据 得 出 的 均值 ， 在 匡 -玫瑰 花 阳 性 淋巴 细胞 用 非特 
FERRE GRD THE AIAG. 9% AA, MRR ACP 染色 后 得 出 的 T 淋 
巴 细胞 为 57,5% 左 右 。 

E- 玫 现 兹 阴性 淋巴 细胞 用 非特 异性 酯 酶 染色 后 得 出 的 人 下 淋巴 细胞 为 5,3% 左 右 ， 而 
偶 氮 法 的 ACP 染 色 后 得 出 的 淋巴 细胞 为 2.8% 左 右 。 

C4) ACP 阳 性 淋巴 细胞 及 非特 异性 上 畏 醇 阳性 淋巴 细胞 的 超 微 结构 

Bevan 等 (1980) 有 关 双 染色 (double staining) 法 结果 表明 ACP 偶 氮 法 与 韭 特异 柱 
酝 酶 染色 的 部 位 是 相间 的 。ACP 的 超 微 结构 结果 指出 它们 染色 的 部 位 就 在 淋巴 细 胞 溶 
miki. 

EX EAP RAD BAI ES SR D BTR SH oP BY eB Se PE PALA CP R te E 2 TD 
7) CS 20 AA AL TPKE, E,W RAE T RE Ss SE 
ACP Rt 8 34 5 4B 45 SE WE Rip R E be BO led PE AY E. 

H “Gomori” RRM BRS N 活力 过 程 中 ， 有 二 个 重要 的 影响 因素 必 须 予 以 考 
虞 ， 其 中 之 一 即 基质 保温 液 中 的 铅 离 子 浓度 。Klau hofer (1979) 在 肝 切 片 研究 中 普 
指出 ， 基 质保 温 液 中 较 高 的 锅 离 子 浓 度 可 抑制 5 下 活力 ， 如 3.6mM 硝 酸 铅 即 可 抑制 肝 切 
Ho’ 活力 达 38%。 浓 度 过 低 时 (0,3mM) 酶 形成 的 反应 产物 就 明显 地 减弱 。 本 实验 
开始 时 曾 使 用 3.6mM 硝 酸 铅 进行 5 N 活力 测定 ， 除 注意 到 较 高 的 铝 离子 浓度 可 能 抑 制 
‘NEARS, BERHAEMERGRR ARE, MEERE E BD TE 
下 ， 当 现 极为 明显 的 白色 沉淀 。 改 用 1.8mM 硝 酸 锁 后 基质 保温 液 基 本 透明 ， 黑 得 色 的 
反应 产物 也 较为 明显 。0.9mM 铅 离 子 浓度 则 使 酶 的 反应 产物 有 一 定 程度 的 减弱 。 因 此 ， 
在 淋巴 组 织 细胞 悬 液 条 忻 下 使 用 1.8mM 铅 离 子 浓度 是 较为 适当 的 。 
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RPS’ NR ACP 此 存在 于 淋巴 细胞 内 ， 在 应 用 “Gomori” 染 色 反 应 显示 5* N 时 ， 
在 一 定 的 PH 条 性 下 太 CP 也 能 部 分 水 解 5”N 的 作用 基质 一 5’- 腺 节 磷 酸 。 因 此 ， 必 须 向 基 
RR PMAACP HRA, Antti Aas ACP 抑制 剂 较 多 如 0.01M 酒石酸 钾 钠 (Silber, 
1975; Quagliata, 1974) 、 氟 化 物 (0.01M) 、 钼 酸 盐 (0,01M) EL) 酒石酸 
(0.05M)， 但 各 有 其 优 和 缺点。 加 入 0.01M 铀 酸 铁 或 钼 酸 钠 后 基质 液 产 生 大 量 白色 乳 麻 
状况 淀 ， 一 定 程 度 上 影响 涂 片 中 淋巴 细胞 的 清晰 弃 ， 而 酒石酸 钊 钠 抑制 ACP 活 力 的 作用 
并 不 十 分 完全 。 本 实验 已 证 明 L (T+) 酒石酸 可 完全 抑制 ACP 活 力 。 向 ACP 偶 氮 法 的 基质 
(LOT) MAL(+) BARBS 0.0M) ， 不 仅 可 完全 抑制 淋巴 细胞 ACP 活 
HK, MRSA ERY, MAMA L(+ ARERR EEA BIE, 
溶液 基本 上 清晰 透明 。L (+ ) 酒 石 酸 之 所 以 能 抑制 小 局 淋巴 结 及 胸腺 中 淋巴 细 胞 ACP 
活力 主要 是 由 于 选择 性 地 抑制 了 入 CP 同 功 本 ( 间 功 酶 5 除外 》。 (Li et al., 1970) 

根据 Hud:on 等 (1980) 的 报时 及 其 他 有 关 的 资料 皆 提 供 了 小 鼠 和 人 淋巴 4 及 胸腺 
T ，B 淋 巴 细胞 百分数 的 近似 值 。 可 以 引用 这 些 数据 估价 本 实验 用 ACP Ro’ N 染色 法 
得 出 的 小 鼠 淋 巴结 及 胸 了 叉 中 TT、 淋巴 细胞 百分数 。Bevan 等 《1980》 报 导 的 资料 已 指 
出 人 外 周 血 尺 -玫瑰 花 阳 性 淋巴 细胞 中 AACP 阳性 淋巴 细胞 数 与 非特 异性 酯 酶 阳性 淋巴 细 
胞 数 基本 上 是 相同 的 。 本 文 在 有 关 ACP 染色 法 鉴别 小 鼠 淋 巴结 及 胸腺 淋巴 细 胞 部 分 
中 ， 和 作者 也 从 几 个 方面 证 明 ACP 阳性 细胞 与 非特 异 遍 酶 阴 性 细 膨 一样 可 以 鉴别 TT 淋巴 
细胞 。 因 此 ， 可 以 认为 用 偶 氮 法 测定 的 小 鼠 淋 巴结 及 胸腺 ACP 阳 性 淋巴 细胞 基本 上 代 
家 TT 淋巴 细胞 ， 基 于 以 上 依据 ， 本 实验 测定 小 巾 淋 巴结 及 胸腺 淋巴 细胞 的 ACP RS’ NN 
活力 ， 用 以 检验 得 出 的 ACP 及 5' N 阳性 细胞 百分数 是 否 与 国际 上 已 报导 的 淋巴 组织 中 
T、B 淋巴 细胞 百分数 相符 。 淋 巴结 及 胸腺 细胞 上 液 样品 中 ACE RS N 活力 测定 的 5 
次 实验 结果 表明 ， 实 验 数 据 是 互相 符合 的 。 小 鼠 淋 巴结 及 胸腺 淋巴 细胞 中 ACP 及 5’N 
阳性 细胞 在 98 一 107% 范 围 内 波动 。 上 述 结果 与 已 报导 的 淋巴 结 及 胸腺 TT、B 淋 巴 细 胞 
的 百分数 也 是 相符 的 。 
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IDENTIFICATION OF MOUSE LYMPH NODE AND 
THYMUS T, B LYMPHOCYTE 


Gu Yuan Xi Tsui Yu Fang Xu Hai Chao 


(Institute of Radiation Medicine, Academy of Military Medical Science) 


The azo dye method for acid phosphatase and "Gomori method for 5' 
Nucleotidase were used to identify the Tiand B lymphocytes of mouse lymph 
node and thymus cytochemically, By employing these methods, the estimation 
of ACP and 5'N activities of parallel samples from the lymph node and thymus 
cell suspensions were carried out in order to verify the ACP and 5'N positive 
lymphocyte percentages obtained |previously, The ACP and 5'N positive lym- 
phocytes thus estimated for lymph node were found to be 67% and 31%, wher- 
eas those for the thymus were around 97% and 10% respectively, Above men- 
tioned results were not only well fitted with each other but also in good accor- 
dance with those already published, 

In addition, from the following poins=the enzyme reaction products, the 
relationship between T~cell acid phosphatase pattern and T-cell esterase pattern 
in 6 normal individuals, the number of T-cell acid phosphatase and T-cell es- 
terase pattern in resette preparations and the ultrastructural cytochemistry, the 
azo dye method for acid phosphatase was compared with the nonspecific esterase 
staining method tor the T lymphocyte identification, Jt was proved that these 
two methods were of the same value in the T lymphocyte identification of mouse 
lymph node and thymus cell suspensions, 

Furthermore, the effect of different lead concentrations in the incubating 
medium on 5'N activity, the use of ACP inhibitor and its possible mechanism 
and the reliability of T, B lymphocyte percentages of mouse lymph node and 


thymus were also briefly discussed, 






RLS, RRO RMT. BRE AY KS 


Gu Yuanxi et al. Identification of Mouse Lymph Node and 
Thymus T. B Lymphocyte 


小 鼠 淋 巴结 及 胸腺 ACP 阳 性 淋巴 细胞 小 鼠 淋 巴结 及 胸腺 5 NN 阳性 淋巴 细胞 
LO RIE 1” 分 型 淋巴 细胞 胞 浆 出 现 工 个 粉红 色 颗粒 LETY 5 核 昔 酸 酶 勇 阳性 淋巴 细胞 ， 胞 膜 出 现 旺 
R tah RINE SE 1% 2 ”分 型 淋巴 细胞 胞 桨 出 现 2 个 粉红 色 颗粒 带 状 分 布 的 黑 神 色 粉 尘 状 颗粒 右上 方 BRE MH 


3 酸 性 磷酸 酯 酶 活力 < 3 ”分 型 淋巴 细胞 胞 浆 出 现 3 个 粉红 色 蜂 粒 淋巴 细胞 
5. 左 下方 5 核 昔 酸 酶 弱 阳 性 淋巴 细胞 
右上 方 5“ 技 苷 酸 酶 阳性 淋巴 细胞 
6.5” 核 昔 酸 酶 阳性 淋巴 细胞 


